esp@cenet document view 

Twodimensional crystallised macromolecular layers 



Page 1 of 1 

^7 



Patent number: 
Publication date: 
Inventor: 



Applicant: 
Classification: 

- international: 

- european: 
Application number: 
Priority number(s): 



EP0431400 
1991-06-12 

FUCHS HARALD DR [DE]; LIGHT ULRIKE DR [DE]; 
RINGSDORF HELMUT PROF DR [DE]; 
BLANKENBURG RAINER DR [DE]; AHLERS MICHEL 
[DE] 

BASF AG [DE] 

C12N11/00; C12N11/06; C12Q1/00; G01N33/543 
C12N11/00; C12N11/06; C12Q1/00; G01N33/543F 
EP19900122257 19901122 
DEI 9893939973 19891202 



Also published as: 

g DE3939973(A1) 

Cited documents: 



EP01 16751 
US4282287 



Abstract of EP0431400 

The macromolecular layers are built up with the r- n t 

aid of a lipid monolayer carrying biotin units. FIG. I 
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@ Zweidimensional kristallisierte MakromolekUlschlchten. 



@ Die Erfindung betrlfft zweidimensional kristalli- 
sierte Makromolekiilschichten, welche unter Zuhilfe- 
nahme einer Blotinelnheiten tragenden llpiden Mono- 
schicht aufgebaut sind. 
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ZWEIOIMENSIONAL KRISTALUSIERTE MAKROMOLEKULSCHICHTEN 



Die Erfindung betrifft zweidimensional kristalli- 
sierte MakromolekOlschichten, welche unter Zuhil- 
fenahme einer Biotineinheiten tragenden lipiden 
Monoschicht aufgebaut sind. 

Die Ausbildung kristalliner Schichtsn natUrli- 
cher MakromolekOle, insbesondere von Proteinen 
ist von besonderem Interesse. Solche Schichten 
eriauben Strukturuntersuchungen dieser Stoffe, die 
Moglichkeit zur Analyse struktureller Zusammen- 
hange zwischen den MolekUlen sowie gegebenen- 
falis die Ausarbeitung neuer Anwendungsbereiclie. 
Gerade jedoch interessierende Proteine bilden auf 
naturlichem Wege keine fur die Analyse geeignete 
Kristalle. Es hat deshalb nicfit an Versuchen ge- 
fehlt, kristallisierte Protelnschichten zu erzeugen. 
So berichleten Uzigiris & Kornberg (Nature 301 
(1983) 125-129) von einem Verfahren zur Ausbil- 
dung zweidimensionaler Proteinschichten auf Lipid- 
scfiicfiten. Dieses Verfahren gestattet die spezifi- 
sche Bindung von Proteinen an natiirliche Oder 
synthetisciie im ebenen Lipidfilnn vorhandene Lipid- 
liganden. Trotz der Bereitstellung einer Reihe von 
kristallisierten Proteinschichten bestand jedoch der 
Nachteil, daC fUr jedes Protein ein spezifischer 
Lipidligand, somit ein Protein-Antigen-Paar, zur 
Verfiigung stehen muC. In diesem Zusammenhang 
wurde auch die Bildung von speziellen Protein- 
schichten, denen des Streptavidins, mit Hilfe dieser 
Technik, vorgeschlagen. Dazu w/urde das fUr die 
Lipidschlcht vorgesehene Lipid mit einem Biotinli- 
ganden versehen, so dafl sich auf Grund der be- 
sonders hohen Affinitat des Biotins zum Streptavi- 
din die StreptavldinmolekUle an die Biotinliganden 
der Lipidschlcht aniagern konnen und im 
Wasser/Luft-Ubergangsbereich eine zweidimensio- 
nal kristallisierte Streptavidinschicht bilden. Die di- 
rekte Beobachlung solcher Schichten gelingt mit 
Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie, der kristalline 
Charakter kann mittels Elektronenmikroskopie be- 
stimmt werden (Blankenburg et a!., Biochemistry 
1989, Vol 28, 8214). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es 
somit, kristallisierte MakromolekOlschichten bereit- 
zusteilen, welche bisher auf einfache Weise nicht 
zuganglich waren. 

Es wurde nun gefunden, dafi sich die gestellte 
Aufgabe mit zweidimensional kristallisierten Makro- 
molekOlschichten losen laflt, welche aus einer er- 
sten, Biotin-Bnheiten tragenden lipiden Mono- 
schicht und einer zweiten, an die Biotin-Einheiten 
sich aniagernda und kristallisierende Schicht aus 
Streptavidin sowie einer uber die freien aktiven 
Zentren der Streptavidin-Schicht aufgebauten 
Schicht aus einem Blotin-substituierten Makromole- 
kul bestehen. 



Somit bestehen diese kristallisierten Makromo- 
lekUlschichten aus Biotin-substituierten Makromole- 
kulen, welche an die Streptavidinschicht gebunden 
sind. In einer weiteren Ausgestaltung der erfin- 

5 dungsgemafien Schichten wird die Bindung Indirekt 
iiber ein niedermolekulares Oder polymeres Biotin- 
Ligand-MolekOI erreicht. Die Kristallisation der 
zweiten Makromolekulschicht wird sowohl durch 
die rezeptoraffine Bindung als auch durch die be- 

10 reits vorhandene Ordnung der Streptavidinschicht 
induziert. 

In einer besonderen Ausgestaltung der erfin- 
dungsgemaBen Schichten bestehen die Makromo- 
lekOle aus Proteinen. 

15 Die erste, die ertindungsgemaCen kristallisier- 

ten MakromolekOlschichten charakterisierende 
Biotin-Einheiten tragenden lipide Monoschicht be- 
steht im allgemeinen aus den bekannten amino- 
funktionellen Lipiden. 

20 Als besonders vorteilhaft im Sinne der Erfin- 

dung haben sich hierbei Verbindungen, wie z.B. N- 
biotinyl(S-(1,2-bis{octadecyloxycarbonyl)ethyl)- 
cystein, N-biotiny l-S-1 -carboxy-2-((N,N-dioctadecy- 
lamino)carbonyl)ethyl)cystein, N-biotinoyl-S-1 - 

25 phosphatidyl-3-glycero-sn-dimyristoyl, N,N- 
dioctadecyl-N'-biotinyl-propandlamin und N,N- 
dioctadecyl-biotinamid erwiesen. 

An diese Biotin-substituierte Lipidschicht ist 
nun eine Streptavidin-Schicht uber die spezifischen 

30 Rezeptoren angelagert. Streptavidin ist ein Protein, 
das vier identische Untereinheiten aufweist, wobei 
jede ein Biotinmolekul binden kann. Die nicht kova- 
lente Bindung zwischen Streptavidin und Biotin ist 
bekannterma/ien eine der starksten, der Wert Kg 

35 betragt etwa 10'* mol-'. Durch diese Aniagerung 
des Streptavidins an die Biotineinheiten der Upid- 
schicht entsteht eine geordnete, zweidimensionale 
Schicht, wie sie beispielhaft in Rgur 1 mit (A) = 
Lipid, (B) = Biotin und (C) = Streptavidin darge- 

40 stellt ist. Auf diese Weise entstehen sehr groBe 
zweidimensionale Streptavidin-Berelche in einer 
Ausdehnung von 50 bis 200 jim. Ihr Nachweis ist 
mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie moglich. 
Mit der dargestellten Oberflache dsr zweidi- 

45 mensional kristallisierten Streptavidinschicht wird 
nun die Aniagerung eines Biotin-substituierten, 
wasserlSslichen Makromolekuls, Insbesondere ei- 
nes Biotin-substituierten Proteins an die freien An- 
lagerungsstellen der Biotinoberflache moglich. Sol- 

50 Che wasserloslichen Makromolekiile konnen Biotin- 
substltuiertes Poly (meth)acrylat, Polylysin, Polyvi- 
nylalkohol oder Dextran sein. Sie dienen der Veran- 
kerung eines weiteren Ligandmolekuls an die be- 
reits kristallisierte Oberflache. Proteine, wie z.B. 
Biotin-substituierte monoklonale Antikorper oder 
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Enzyme konnen direkt an die Streptavidinschicht 
gebunden und in Oben-aschend einfacher Weise zu 
kristallisierten Schichten aufgebaut werden. Die R- 
guren 2 und 3 zeigen die erfindungsgemai3en 
Schichten, wobei X allgemein fur ein Makromolekul s 
steht und die Quadrate a das Protein darstellen 
sollen. 

Die derart aufgebauten zweidimensional kristal- 
lisierten Makromolekiii-Schichten lassen sich da- 
durch erhalten, daB ein wasserlosliches Biotin- io 
LIgand-AdaptermolekGI an die Streptavidinschicht 
gebunden wird und damit einem weiteren Protein 
neue Erkennungsstrukturen zur Verfugung stellt. 
Auch laflt sich ein wasserlosliches Polymer mit 
Biotin und Ligandstrukturen an die Streptavidin- /6 
schicht binden, ebenso wie sich ein Biotin-substitu- 
iertes Protein an die Streptavidinschicht koppein 
laflt. Angaben fur die experimentelle Vorgehens- 
weise finden sich u.a. in Blankenburg et al., Bio- 
chemistry 1989, Vol. 28, 8214. 20 

Der Nachweis der so erhaltenen Schichten er- 
folgt in einfacher Weise durch direkte fluoreszenz- 
mikroskopische Beobachtung. Die KristallinitSt der 
erhaltenen Schichten kann durch Elektronenmikro- 
skopie nach Obertragung gema/3 der Langmuir- 25 
Schafer-Technik liberpruft werden. 

Die erfindungsgemaflen kristallisierten Makro- 
molekUlschichten eriauben die schnelle und einfa- 
che Bereitung von Proben zur Strukturuntersu- 
chung dieser Makromolekule, welche ansonsten 30 
nicht in kristallisierter Form vorliegen. Diese 
Schichten eignen sich auch zur Kontrolle enzymati- 
scher Reaktionen, wenn der Proteintyp unter Erhalt 
seiner enzymatischen Aktivitat an die Streptavidin- 
schicht angekoppelt ist. ' 35 



Anspriiche 

Zweidimensional kristallisierte MakromolekOI- 4o 
schichten bestehend aus einer ersten, Biotin-Ein- 
heiten tragenden lipiden Monoschicht und einer 
zweiten, an die Biotin-Einheiten sich anlagernde 
und kristallisierende Schicht aus Streptavidin sowie 
einer uber die freien aktiven Zentren der 45 
Streptavidin-Schicht aufgebauten Schicht aus ei- 
nem Biotin-substituierten Makromolekul. 
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